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　　　The丘1ms　of　methyl　linoleate，　methyl　linolenate　and　crude　methyl　oleate，　contalning　ferric　ion　and
tocopherol　analogs，　were　autoxidized　at　37。C　under　air　in　a　dark　oven．　The　autQxidation　was　traced　by
determinations　of　peroxide　value，　UV　absorption　and　malonaldehyde　formation　and　following　results
were　obtained．
　　　1．Molar　ratios　of　three　products，　peroxides，　conjugated　dienes，　and　malondial．dehyde，　formed　fro血
．methyl　linoleate，　were　in　a　range　of　1：0．3－0．4＝0．04－0．06　during　the　experimental　periQd（96　hr。），　showing
that　the　amount　of　each　of　the　products　could　re且ect　roughly　the　degree　of　peroxid歌t．ion．　Rapid
decrease　in　values　of　the　abQve　three　products　by　prolonged　incubatiQn　showed　no　correlation　between
the　three　values　and　the　decay　of　methyl　linoleate，
　　　2　Relative　antioxidant　activ．ities　of　t．ocopherol　analogs　Q．n　oxidation　of　thin　film　methyl　linoleate
and　methyl　linolenate　wereδ〉γ〉α一tocopherols，
　　　3．It　was　suggested　that　monohydroperoxide　containing　conjugated　diene　was　rapidly　converted
into　anothe．r　form　Qf　hydroperoxide（s）having　no　conjugated　diene　in　this　experiment＆l　condition，
　　　4　The　present　results　could　be　regarded．as　a　further　support　for　the　effectiveness　ofδ一tocopheroI
on　the　malodor　of　osmidrosis，　　　　　　（Received　February　26，1980　and　accepted　March　10，1980）
　　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　言
　高度不飽和脂肪酸あるいはその含有脂質の自働酸化に対
する種々のtocopherol同族体の抗酸化活性の比較につい
ては，従来より一致した結果が得られておらず，実験条件
（不飽和脂肪酸の種類，温度など）により異るものと考えら
れている1～5）．
　著者は前報6）において，リノール酸エタノール溶液の
37。Cにおける過酸化に及ぼすFe冊およびtocopherol同
族体の影響を検討し，その過酸化がFe什により著しく促
進され，またtocophero1同族体の抗酸化能はFe什添加
の有無にかかわらずδ〉γ〉αの順であることを報．告し，さ
らに腋臭症に対するδ一tOCQphero1の強い治療効果につい
て詳細に考察した．
　　しかしながら略報6）では，脂質過酸化度はTBA反応に
よるmalondlaldehyde（MDA）の生成のみで追跡され，
hydroperoxidesおよびそれに由来する種々の二次産物の
生成．あるいは蓄積を含む脂質過酸化の全体は追：求されず，
また実験条件については，incubati・n中にエタノールの
蒸発が速やかであり，脂質過酸化が真に溶液中の反応であ
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るかあるいは雪平での乾燥状態での反応であるかの疑問が
残された，
　本年においては，前回6）の結果をさらに確認するととも
に，実験条件を安定させるためmethyl　linoleateをFeC13
およびtocopherolsとともに薄膜状として自働酸化させ，
UV吸収によりconjugated　diene（s）の生成，過酸化度測
定によりperoxidesの生成，　TBA反応によるMDAの
生成，および薄層クロマトグラフィーによる脂質成分の変
化を経時的に迫博することにより，tocopherol同族体の
抗酸化活性を詳細に比較した．
2実験方法
2・1　エタノール溶液での過酸化反応
　102mM　methyl　linoleate，3mMα一，γ一，δ一tQcopherol
あるいはbutylated　hydroxytoluene（BHT），0．3　mM
FeC13を含むエタノール溶液20　mZおよび同様の反応混
液よりFeC13を除いた液20　m♂を，それぞれ開放試験管
中，37℃，暗所でiロcubateした．エタノールの蒸発によ
る反応液の減少分（約2m〃24時間）は，24時間ごとにエ
タノールを追加することにより補正した．1週間おきに反
応液の0．5m♂を採取し，前報6）に従い内藤・菅原法7）によ
りTBA値を：求めた．
2・2薄膜による過酸化反応
　10μmoles　methyl　linoleate，0．3μmoleα一，γ一，δ一tQ－
copherolあるいはBHT，および0．03μ・nole　FeC13を
含む0・5m♂エタノール溶液を小試験管（14×100　mm）中，
窒素気流下でエタノールを除去し，これを空気中，暗所，
37℃で三ncubateした．24時間ごとに試験管をとり出し，
下記の分析に供した．
2・3分析方法
　Conjugated　diene：上記試験管に1mZエタノールを
加え内容物を溶解し，そのα1mJをとりエタノールを加え
5m♂とし，　VariaD　spectrometer　Series　634を用い233
nmの吸収を測定した．分子吸光係数F27．4×1Q3を用い
てconjugated　diene：量を求めた8）．
　TBA反応＝上記の1m♂エタノール溶液より0，！mZを
とりOhkawa砿磁9）の方法によりmalondialdehyde
生成量を求めた．標準物質にはtetraethoxypropaneを
用いた．
　過酸化度1他の試験管1本を用い，Dahle　and　Holman
lo）による逆滴定idometryにより過酸化物量を求めた．
標準物質としてter－butyl　hydroperQxideを用いた．
　薄層クロマトグラフィー；上記の1m♂エタノール溶液
（窒素置換後，一15。Cに保存された）の50μZ（0．5μmole
脂肪酸エステル含有）をsilica　gel　G薄層板（20×20　cm，
厚さ0．5mln）にspotし，　hexane－ether　80：20で45分
展開した，総脂質の検出には硫安・硫酸液11〕，過酸化脂質
の検出にはKI液9），ケトン性化合物の検出にはdinitro－
phenylhydrazine液9）の5prayにより，またTBA反応
陽性物質の検出は0．8％TBA溶液一20％Na－acetate（pH
4．0）一ethanol（1：1：2）をsprayしたのち120。C，30分力1：1
熱して行なった．
　試薬：methyl　linoleateおよびmethyl　linolenate
は東京化成社前CP規格品を，その他の試薬は化学用特級
を用いた．α一，γ一，およびδ一tOCQpherolはエーザイ社より
供与された（純度96落以上）．
3　実験成績
3・1Me亡hyl　linoleate　ethanol溶液の過酸化に対する
　　tocophero1の影響
　Incubation開始後1週間でTBA反応陽性物質が著明
に増加し，この増加はα一tocOpherQlの添加では僅かに抑
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Fig．1　E鉦ects　of　tocopherols　on　nユalondialdehyde
　　formatiQn　during　the　autoxidation　of　102　mM
　　methyl　linoleate　sQlution　in　ethanol　in　the　pre－
　　sence　of　O．3　mM　ferric　chloride　at　370C，
○一〇
●一●
△一△
▲一▲
ロー□
without　tocopherol
with　3　mMα一tocopherol
with　3　mMγ一tocopheroI
with　3　mMδ一tocopherol
with　3　mM　butylated　hydroxytoluene
（BHT）
Values　were　expressed　as　mean　of　two　determina．
tions　with　the　range　of　S．D，　Other　details　were　ln
the　text．
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制されるのみであるが，γ一写OCQphero1添加では1週間後
まで，δ一tocophero1添加では2週間後まで著明に抑制さ
れ（Fig．1），前報6）と一致する結果がえられた，人工酸化
防止剤のBHTは実験期間を通して過酸化を抑制し，　to－
copherolに比しきわめて強力な抗酸化剤であることが示
された．なお，FeC13を添加しない試料のincubationで
は（結果は不掲載），TBA反応の発現は3週間後に著明と
なり，その発現はtocopherolの添加で抑制され，その効
果はδ〉プ〉αの順であり，前報6）の結果とよく一致した．
また，上記と同じ試料溶液（Fe冊を含む〉を密閉フラスコ
中でethan・1の蒸発を防ぎ充分な空気相の下でincubate
した実験では，5週間後においてもTBA反応陽性物質は
殆んど検出されなかった．
3・2MethVl　linoleateの薄膜の過酸化
　Methyl　linoleate薄膜の96時間incubationに．おける
過酸化脂質，conjugated　diene，およびTBA反応による
MDA生成のtime　co．ur．seをFig．2に示した．これら
3生成物の蓄積はいずれも24時間後に極大となり，48時
間以後では急速に低下した，これら3生成物の量的比率
は，実験期間を通してモル比1二〇．3～0．4：0．04～0．06で，
一定範囲内の比率を示した．
　薄層クロマトグラフィーによる脂質成分の変化の分析は
Fig．4－Aに示される．　Methyl　linoleate（spQt　a）は48時
8
問incubationで殆ど検出されなくなり，　KI　sprayで
positiveな過酸化脂質（spots　bおよび。）のうち初期に
sPot　bが発現し，48時間以後ではspot　bは殆ど検出さ
れずspot　cが著明となった．　TBA反応はspots　dおよ
びeで陽性であり，SPQts　bおよび。は陰性であった．
Sp ts　dおよびeはdinitrophenylhydrazine試薬に対
し陽性であり，ケトン誘導体と見なされた．48時間以後で
は，spot　e（原点）が著しく増加し，過酸化物由来の高次
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Fig．2　Ti皿e　course　of　peroxides，　conjugated　dienes，
　　and　malondialdehyde　formations　during　the　au－
　　toxidation　of　thin　film血ethyl　linoleate　contain－
　　ing　ferr玉。　chloride　at　37。C，
　○一〇　perQxides，　●　　　　●　conjugated　dienes，
　△　　△malondialdehyde
Thin　film　contained　10，‘moles　of　methyl　linoleate
and　O．03μmole　of　ferric　chloエide．　Values　were　ex－
pressed　as　mean　of　three　different　runs　wi亡h　the
ra且ge　of　S．D．　Other　details　were　in　the　text，
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Fig．3　Effects　of　tQcopherols　on　the　formations　of
　　peroxides，　conjugated　dienes，　ahd　血alondialde－
　　hyde　during　the　autoxidation　of　thin丘1m　methyl
　　linoleate　containing　ferric　chloride　at　370C．
A：conjugated　diene　formation，　B＝perQxide　forma－
tion，　C；malondialdehyde　formation
o一〇　without　tocopherol，●一●　withα一toco－
pherol，△一△　with　γ一tocophero1，▲一▲　with
δ一tocopherol，ロ　　〔コwith　BHT．
Thin丘lm　contained　10μmoles　of　methyl　linoleate，
03μmole　of　tocopherols　or　BHT，　and　O．03μmole
of　ferric　chloride．　Values　were　expressed　as　mean
of three　d三ffere．nt　runs　with　the　ranges　of　S．　D．
Other　details　were　in　the　text．
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生成物の増加とそれに伴うTBA反応陽性物質の減少が考
えられた．各spotsの更なる同定はなされなかった．
3・3Methyl　linoleate薄膜の過酸化に対する
　　tocophero1同族体の影響
　α一，7一，δ一tocopherolおよびFeC13添加のme七hyHinQ－
1eate薄膜の過酸化に対する影響のtiエne　courseをFig．3
に示した．Conjugated　dieneの過酸化物およびTBA反
応によるMDAの生成は，いずれもα一tocopheroI添加
により24時間，γ一tocopherol添加により48時間，δ一to－
copherol添加により96時間まで，　controlに比して著し
く抑制された．またBHTの添．加によっては96時間まで
上記の3生成物は殆ど検出されず，最も強い抗酸化作用が
認められた．
　薄層クロマトグラフィーによる分析結果はFig．4に示
すごとく．，上記の生成物分析の結果とよく一致し，methyl
／inQleate　spotの著しい減少は，　cQntm1（Fig．4A）で
24時間以後，α一tocopherol添加（Fig・4B）で48時間以
後，γ一tocophero1添加（Fig．4C）で72時間以後に認めら
れ，δ一tocopheno1添加（Fig．4D）では殆ど減少が見られ
なかった．Methyl　linoleateのspotの減少に伴う酸化
生成物spotsの発現とその順序は3・2で述べたcontrol
ゼくFig．4A）のそれと同様であった．
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Fig．4　Thin　layer　chromatography　of　autQxidized　methyl　linoleate
　　　　in　the　forrn　of　thin　filrn　containing　ferric　chloride　and
　　　　tocopherols．
　　A＝without　tocophero1，　B二α一tocopherol，　C＝withγ一tocopherol，
　　D：withδ一toeopherol．
　　Lipid　samples　were　same　as　those　shown　in　Fig．3．　Silica　gel　G
　　was　used　as　a　statiQnary　phase　and　hexane－ether（8＝2）as　a　solvent．
　　Numbers　shown　beユow　the　origins　indicate　the　autoxid母tion　hours．
　　Spots　were　detected　by　acidi丘ed　ammonium　sulfate　spray　followed
　　by　heating　at　1200C．　SpQt　a　is　methyl　linoleate，　SpQts　b　and　c
　　were　positive　to　KI－reagent．　Spots　d　and　e　were　positive　to　TBA－
　　reagent．　Spots　e　and　d　were　positive　to　dinitrophellylhydrazine．
　　Spots　f，　g　and　h　are　α一，アーand　δ一tocophero1，　respectively．
3・4Methyl　linole凱ateおよびmethヲ101eate
　　薄膜の過酸化
　Methyl　linolenate薄膜を用いたFe冊存在下での同条
件での過酸化反応の速度は1inoleateに比しきわめて速や
かであり，これに対するα一tocopherolの抑制効果は
incubation　12時間できわめて軽度であり，γ一tQcopherol
は24時間まで，δ一tocophero1は48時間まで，　BHTは実
験期間（72時間）を通して強い抗酸化作用を示した（data
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は本論文では不掲載）．
　粗methyl　oleate（7弩methyl　palmitate，5傷methyl
palmitoleate，14％methyl　linoleate，2．3男methyl　lino－
1enateを含む）を用いた同様の薄膜過酸化実験では，過酸
化脂質の生成は1inQleateに比し著しく遅く，48時間後に
極大となりその後減少した．極大でのその蓄積は約19瑠
（モル）であり，これは混在する1inoleateおよび1inolenate
より生成され得る過酸化物の計算量とほぼ一致すること，
およびTBA反応で発色する色素の吸収スペクトルが波長
600nm～400　nmの範囲でlinoleateの過酸化物由来の色
素のスペクトルと完全に一致することからmethyl　oleate
のこの条件での過酸化は無視しうる程に低いものと考えら
れる．この実験におけるα一tocopherolの添加は48時間
まで，γ一tocopherolの添加は168時間まで，δ一tocopherol
の添加は264時間まで過酸化脂質の生成を抑制した．
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Fig．5　Autoxidation　products　of　methyl　linoleate・
＊Endoperoxide　is　known　to　be　formed　from　poly－
　unsaturated　fatty　acid　having　more　double　bond
　than　three，
4　考　　察
　種々のtocopherol同族体の抗酸化作用の比較について
は，基質および温度の違いにより比活性が異ることが多く
の研究者により報告されている1一5）．Hove　and　Hove12）
ほ，ethyl　Qleateおよびピーナツ油の過酸化に対するtoco－
phero1の抑制効果は，35℃ではα，β，およびγ一tocQphero1
のいつれもがほぼ同程度の活性を示すが（α〉β〉γの傾向
がある），60。Cでは7＞β〉αの順であることを報告してい
る，Lea　and　Ward5）はlinoleateの過酸化に対する
tocophero1の抗酸化作用は，37。Cでα〉γ〉δ，50℃では
ア〉δ〉αの順であると報告している．一般に動植物油の
600C以上における過酸化に対する抑制効果は実験条件の
違いにより一致しない，またKann・8彦αZ，13）は，乳汁よ
り分離した脂肪酸エステルに対する50。Cでの抗酸化作用
は，添加tocophero1の濃度により異なること，すなわち
0．003勿ではα〉γ＞18＞7，0．01傷ではγ〉δ〉β〉α，0．05％
以上ではδ〉γ〉β〉αの順であると報告している．
　著者らは前報6）において，リノール酸のエタノール溶液
を開放容器内で37。Cでincubateし，　Kannoε’αZ．13）の
結果（0．05弩以．L　tocQphero1）と一致する成績を得たが，
空気相の充分広い界面をもつ密閉フラスコ中でのincuba一
亡ionではTBA反応陽性物質の生成は検出されなかった．
この事実から，開放容器内での反応では，溶媒の蒸発によ
る液面低下で諸国に生じた1inoleateの薄膜で反応が進行
する可能性および過酸化度とTBA反応陽性物質生成との
間の相関性が低い可能性などが考えられた．
　これらの諸点を明らかにする目的で，本牧においてFe帯
含有methyl　linoleate薄膜をincubateし，過酸化物生
成とconjugated　dieneのUV吸収およびTBA反応陽性
物質生成との間の相関性を追求した．過酸化物，UV吸収，
TBA反応のいずれもが24時間後に極大を示したのち，ほ
ぼ同様の傾向で減少し，いずれの測定もこの条件における
過酸化反応の大略の追跡に用いうることが明らかにされた
が，1inoleateの消失量を反映しないことが示された・こ
れら三者の値の相対値はincubationの時間により厳密に
はは一致せず，ほぼ1：0．3～0．4：0．04～0．06の範囲内での
相関性を示すにすぎなかった．
　Linoleate自働酸化機構の概略14）をFig．5に示した，
MDAの直接の前駆．体計考えられるendoperoxideは，
二重結合3個以上を含む高度不飽和脂肪酸より酵素的
（prostaglandin生合成におけるcyclooxygenaseにより）
あるいは非酵素的16）に生成されうることが知られている
が，linoleateより生成されるか否かは明らかにされてい
ない．
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　過酸化物量とconjugated〔1iene量の大きな違いは（前
者が後者の約3倍），conlugated　diene構造をもつmono－
hydroperoxideがFe冊の存在下で速やかに二次反応によ
りdiene構造をもたない種々のperoxideに変化するた
め14＞，と考えられる．薄層クロマトグラフィーでKI試薬
に対し1場性のspots（hydroperoxides）はbおよび。で
あり，TBA反応陽性spots（endoperoxides）はdおよび
eおよび両者の中間のtailing部分であった．この両試薬
に対する陽性物質は薄層クロマトグラフィーで相互に分離
されうる異る物質であるにもかかわらず，hydroperoxide
とTBA反応によるMDAの生成比率が各時間において
20ないし30とほぼ一定範囲の値を示すことは驚くべき一
致であった，試験管内でのTBA試薬による発色条件では，
linoleic　acid　hydroperoxideよりmalondialdehydeが
生成されることが知られている9）．これらの事実は，本報
告の実験条件ではendoperoxideの蓄積は比較的少量で
あり，hydroperoxides量がTBA反応値に反映したこと
を推定させた．また，薄層試料による1inoleateの過酸化
速度が前報6）の溶液でのそれに比して数倍速やかであるこ
とは，腋臭症における脂質過酸化においても，分泌液の水
分蒸発あるいは，濃縮後に速やかとなる可能性が示唆さ
れた．
　Linoleateおよび1inolenate含有methyl　oleate薄
膜の37。C　incubationでは，　oleateは殆ど過酸化されず
1inoleateとlinoleateのみが過酸化されることが推定さ
れた．しかし，純1inoleateあるいは純linolenateに比
してその過酸化速度は著しく遅く，またtocophero1の抗
酸化効果も長時間持続した．この事実は，高度不飽和脂肪
酸の被過酸化速度は，基質とtocophero1のモル比に大き
く影響される可能性および飽和あるいはモノ不飽和脂肪酸
による基質の希釈により著しく遅延される可能性を示すも
のと考えられる，
　Methyl　linolenateがきわめて速やかに過酸化される
ことは，生体の高度不飽和脂肪酸であるarachidQnateお
よびdecosahexaenoateのこの条件における過酸化はよ
り速やかであることを示唆する．
　神村ら17）は，腋臭症患者のアポクリン腺におけるFe帯
含量が正常人のそれに比してきわめて高く，また同部位皮
膚中のt・c・phero1含量が正常値に比して著明に低いこ
とをみい出し，これらの事実からアポクリン腺あるいはそ
の分泌物の脂質過酸化と腋臭との密接な関係を推定してい
る，現在までアポクリン腺あるいはその分泌子中の脂肪酸
組成についてはよく知られていないが，腺組織は高度不飽
和脂肪酸に富みそれが組織の破壊により分泌物組成に反映
する可能性は充分考えられ，神村・井村18）による腋臭症に
対するδ一tocopherolの著明な外用効果は，本報告で示さ
れた沈刀～‘’ηでのlinoleate過酸化に対するδ一toco－
phero1の強い抑止効果により説明され得ると考えられる．
5結　　論
　Methyl　linoleate，　methyl　linolenateおよび粗methyl
oleateをFeC13および種々のtocophero1同族体ととも
に薄膜状とし，空気中，暗所，37。Cでincubateし過酸化
度およびconjugated　dieneの測定およびTBA反応によ
り脂質過酸化を経時的に追求し，以下の結果が得られた．
　！．Methyl　linoleate薄膜の自働酸化の種々の時点に
おいて生成する過酸化物，conjugated　dieneおよびTBA
反応によるmalondialdehydeのモル比は，1：0．3～0．4；
0．04～0．06の範囲でほぼ一定であり，これらの測定のいず
れもがこの条件での脂質過酸化の追跡に用い得ることが示
された．しかしながらこれらの生成物の蓄積はincuba－
tionの後半に急速に減少し，　linOleate消失量とは無関係
であった．
　2．Methyl　linoleateおよび1inolenateの自働酸化
に対する種々のtocopherolの抗酸化作用は，いずれも：
δ〉γ〉αの順であった．
　3．この自働酸化の条件で，methyl　linoleate　hydro－
peroxideは速やかにconjugated　diene構造を失うこと
が示峻された．
　4．本報告の結果は，腋臭症に対するδ一tocopherolの
治療効果を支持すると考えられた，
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